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Abstract
　　The　expression　of　the　Lewis　Y　（LeY）　antigen　correlates　with　the　process　of　apoptosis．　The
author　investigated　the　relationship　between　the　expression　of　LeY　and　apoptotic　tumor　cell
death　in　gastric　cancer　tissues，　to　enable　estimation　of　prognosis　of　surgical　candidates　with　gas－
tric　cancer．　Gastric　cancer　tissue　specimens　were　obtained　from　77　resected　cases．　Expression　of
LeY　as　a　marker　of　apoptotic　cell　death　was　studied　in　formalin－fixed，　paraffin－embedded　tissue
sections　from　resected　specimens，　using　immunohistochemical　techniques　and　specific　mono－
clonal　antibody　（MoAb）　BM－1．　LeY－positive　cells　were　also　positive　for　DNA　nick－end　labeling　but
were　negative　for　proliferation　of　cell　nuclear　antigen　（PCNA）．　ln　well　and　moderately　differ－
entiated　adenocarcinoma，　numbers　of　cells　staining　positively　for　LeY　were　significantly　greater
than　in　poorly　differentiated　adenocarcinoma．　ln　advanced　gastric　cancer　cases，　patients　with
good　clinical　outcome　had　significantly　greater　LeY　expression　rates．　ln　multivariate　Cox’s　analy－
sis，　LeY　expression　rate　was　independently　and　significantly　associated　with　overall　survival
（hazard　ratio＝　4．231，　P＝　O．0168）．　These　data　suggest　that　LeY　expression　is　a　very　useful
index　of　apoptosis　in　gastric　cancer　tissues，　and　that　the　LeY　expression　rate　correlates　with
the　histological　classification　in　early　gastric　cancer　cases　and　can　indicate　the　prognosis　in
advanced　gastric　cancer　cases．
Introduction
　Apoptosis　is　a　natural　process　of　cell　death
and　helps　maintain　cellu．lar　homeostasis　in　the
bodyl）・It　is　a　basic　biological　process　that　has
an　important　role　in　the　regulation　of　cell
turnover　in　various　tumors2・　s・　4・5）．　The　dynamic
changes　of　cellular　glycosylation　patterns　are
well　known　to　correlate　with　differentiation　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　タ
development　and　oncogenesis6）．　In　accordance
with　this　notion，　it　has　been　shown　that　the
expression　of　I」eY　blood　group　antigen　corre一
lates　well　with　the　process　of　apoptosis，　and
signals　apoptotic　cell　death．　Furthermore，　a
monoclonal　an ibody　against　the　LeY　antigen，
BM－1／JIMRO　（Japan　lmmunoresearch　Labo－
ratory， Takasaki，　Japan）　has　been　developed．
The　author　investigated　the　relationship　be－
tween　the　expression　ofthe　LeYantigen　defined
by　MoAb　BM－1　and　apoptosis　of　gastric　cancer
cells，　combined　with　immunohistochemical
techniques7・　8・　9），　and　the　relationship　between
LeY－expression　rate　and　prognosis　of　surgical
candidates　with　gastric　cancer．
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Materials　and　methods
Tumor　SPecimens
　　Resected　gastric　cancer　tissue　specimens
were　obtained　from　77　patients　（Table　1）．　Of
these，　44　cases　were　early　gastric　cancers　and
33　cases　were　Stage　III　or　IV　advanced　gastric
cancers，　according　to　the　Japanese　Classifi－
cation　of　Gastric　Carcinoma　gCGC）　（13th
Edition）　iO）．
　All　cases　underwent　curative　A　or　B　resec－
tion　according　to　the　JCGC　with　complete
macroscopic　and　microscopic　removal　of　the
tumor，　and　had　no　liver，　peritoneal　or　distant
metastases．　Treatment　of　these　patients　was
only　by　surgery，　without　preoperative　or　post－
operative　adjuvant　therapy．
Immunohistochemical　staining
　Paraffin　sections　of　the　most　viable　region
of　gastric　carcinoma　were　used　for　immuno－
histochemical　staining　and　the　Tunel　method．
Primary　antibodies　used　for　immunohisto－
chemistry　were　anti－LeY　（BM－1／JIMRO，　Japan
Immunoresearch　Laboratory，　Takasaki，　Japan）
and　anti－human　proliferating　cell　nuclear　anti－
geni’）　（PCNA）　（PC－10，　DAKO，　Copenhagen，
Denmark）．The　avidin－biotin－peroxidase　（ABC）
complex　methodi2）　was　used　as　a　detection
syste　m．
Detection　of　DNA　degradation　by　nick－end　labeling
　　DNA　fragmentation　associated　with　apopto－
sis　was　detected　by　nick－end　labeling　（Tunel
procedure）　according　to　the　method　of
Gavrieli　et　al．i3）．　Briefly，　the　formalin－fixed，
paraffin－embedded　sections　were　deparaf－
finized，　washed　with　distilled　water　（DW），
treated　with　proteinase　K　（20ptg／ml）　in　10
mM　Tris－HCL　buffer　（pH　7．4），　incubated　at
room　temperature　for　20　min，　washed　with
DW　and　incubated　with　290　aqueous　H202
solution　to　eliminate　endogenous　peroxidase．
Each　section　was　then　washed　with　DW　and
treated　with　TdT　（terminal　deoxynucleotidyl
transferase，　O．3　equivalent　U／pa1）　buffer　solu一
tion　（potassium　cacodylate　100　mM，
mM，　dithiothreitol　O．2　mM，　pH　7．2）
Brl．　Life　Technologies
containing　TdT　and　biotinylated
triphosphate　（Boehringer
nouchi，　Tokyo，Japan，　O．04　nmol／pa1）．
（with　incubation　mixture）　were
CoC12 2
（Gibco
I c．，　Gaithersburg，　MD）
ur dine
Mannheim／　Yama－
　　　 　　　　Sections
　　　　　　covered　by
coverslips　and　incubated　at　37　OC　for　60　min　in
a　humidified　chamber．　Coverslips　were　then
removed　and　sections　were　washed　with　buffer
solution　（sodium　citrate　30　mM，　NaCl　300
mM）　for　15　min，　washed　with　DW，　washed　with
PBS， w sh d　with　1090　normal　rabbit　serum　for
blocking　of　non－specific　protein　adsorption，
w shed ag in　w th　PBS，　incubated　with　strep－
tavidin　labelled　with　peroxidase　for　30　min
and　finally　stained　with　DAB／H202　solution．
For　positiv 　controls，　a　tissue　section　was
trea ed　with　DNase　1　（O．7pag／ml　potassium
acodylate　buffer，　pH　7．2）　（Stratagene　Co．，　La
Jolla．　CA，　USA）　for　10　min　before　treatment
with　TdT．　For　negative　controls，　a　sample　was
t eated similarly，　but　with　the　addition　of　TdT
buffer　lacking　TdT．　LeY　antigen　expression
revealed　by　BM－1　binding　appeared　as　brown
deposits　of　diaminobenzidine　（DAB）．　The　cell
morphology　was　also　identified　with　hema－
toxylin　and　eosin　（HE）　stainingi4）．
Clin cal　investigation
　Early　gastric　cancer　cases　were　examined　to
compare　well　and　moderately　differentiated
adenocarcinoma　（32　cases）　with　poorly　differ－
entiated　adenocarcinoma　（12cases）．　There
were　no　marked　differences　with　respect　to
age n 　s x　between　the　two　groups．　Advanced
gastric　cancer　cases　were　examined，　compar－
ing　patients　who　lived　over　two　years　or　more
（11 ases）　 nd　patients　who　died　within　two
years　（22　cases）　（Table　1）．　There　were　no
marked　differences　with　respect　to　age，　sex，
cell type，　tumor　size，　between　the　two　groups．
　　In　early　stage　cases，　the　two　groups　were
compa d　with　respect　to　cell　type，　and　in
a vanc d cases，　the　two　groups　were　compared
wi h　respect　to　outcome．
Tissue　Evalua ion
　 1）　Planimetry
　Planim try　w 　done　to　calculate　the　LeY
xpression　rate　in　the　entire　tumor．
Microscopy　was　performed　using　an　ocular
micrometer　yielding　framed　images　at　200　×
magnification．　The　numbers　of　frames　occu－
pied　by　the　LeY　positive　cells　and　total　tumor
cells　were　counted．
　　Concentrating　on　the　site　at　which　the　can－
cer　proliferation　was　most　conspicuous　to　the
naked　eye，　measurement　was　made　of　the
ntire　visual　field　of　the　cross　section　exam一
（2）
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Table　1　Tumor　Specimens（Clinical　Cases）
Early　gastric　cancer　（44　cases）
Well　differentiated　adenocarcinoma
Moderately　differentiated　adenocarcinoma
Poorly　differentiated　adenocarcinoma
10　cases
22　cases
12　cases
Advanced　gastric　cancer　（38　cases）
　　　Patients　with　good　outcome
（lived　for　over　two　years　after　operation）
　　　Patients　with　poor　outcome
（died　within　two　years　after　operation）
Tota1
11
22
Stage　III
　　9
11
Stage　IV
　　2
11
in　e　d．
　　2）　LeY　expression　rate　（defined　by　MoAb
B　M－1）
　The　LeY　expression　rate　among　all　tumor
cells　was　computed　according　to　the　following
formula：
　LeY　expression　rate　in　total　tumor＝　Total
LeY－positive　cell　area　÷　total　tumor　cell　area　×
100
Statistical　Analpusis
　　Statistical　comparisons　were　made　using
Fisher’s　exact　test．　Survival　rates　were　calcu－
lated　by　the　Kaplan－Meier　method，　and　sur－
vival　curves　were　compared　using　the　log－rank
test．　Prognostic　variables　were　evaluated　with
the　Cox’s　multivariated　proportional　hazards
model．　Statistical　analysis　was　performed　with
the　help　of　the　Stat　View　V　computer　software
package　（Abacus　Concepts，　Berkeley，　CA）．　Val－
ues　for　results　are　expressed　as　means．　Differ－
ences　were　considered　significant　when　the　P
value　was　O．05　or　less．
Results
Correlation　of　LeY　exPression　with　aPoPtosis　of　can－
cer　celts
　　LeY－positive　areas　stained　strongly　by　MoAb
BM－1　were　consistent　with　areas　stained　by　the
nick　end　labeling　（Tunel）．　Regions　staining
positively　for　PCNA　were　clearly　inconsistent
with　LeY　一staining　positive　regions．　A　thorough
observation　of　hematoxylin　eosin　staining　of
tissues　showed　apoptotic　bodies　in　LeY　一stained
positive　regions　（Fig．　1）．
RelationshiP　between　the　LeY　exPression　rate　and
histolo．ojcal　classzfication　in　earlpu　gastric　cancers
　　Early　gastric　cancer　cases　were　investigated
in　an attempt　to　compare　well　and　moderately
differentiated　adenocarcinoma　with　poorly　dif－
ferentiated　adenocarcinoma．
rl］he　LeY　expression　rate　in　cancer　tissues　was
70．8　±　20．390　in　well　and　moderately　differen－
tiated　adenocarcinoma，　55．2±21．890　in
p orly　differentiated　adenocarcinoma．　Well
and　moderately　differentiated　adenocarci－
noma　cells　showing　positive　LeY　staining　were
significantly　more　frequent　than　poorly　dif－
ferenti ted　ade ocarcinoma　cells　（P　〈　O．Ol）
（Table　2）．
Relations ziP　between　the　LeY　eacPression　rate　and
outconze　of　Patients　with　advanced　gastric　canceT
　　The　LeY　expression　rate　in　cancer　tissues　was
82．1±10．990　in　patients　who　survived　two
years　or　more　and　48．2　±　21．790　in　patients
who　died　within　two　years．　The　patients　who
survived two　years　or　more　had　a　significantly
higher LeY　expr ssion　rate　（P　〈　O．05）　（Table
3）．
RelationshiP　between　the　LeY　exPression　rate　and
clinicoPathologicalfactors
　　The　LeY　expression　rates　were　significantly
low　in　groups　with　tumor　invasion　of　se，　si，　or
venous　invasion　of　v2，　v3；　lymph　node　metas－
tasis　of n2，　n3　（P　〈　0．01）　（Table　4）．
RelationshiP　between　the　LeY　eacPression　rate　and
survival　t me
　 The　mean　of　LeY　expression　rate　was　59．9　90．
The　group　with　a　value　equal　to　the　mean
value　or　more　was　defined　as　the　high　rate
group，　and　 he　remainder　were　classified　in
the low　 ate　group．　The　five－year　survival　rate
（3）
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　　　　　　　　　　　　　Fig．　1　Staining　of　gastric　cancer　tissues　by　various　reagents　with　serial　sections．
　Staining　patterns　by　HE，　MoAbs　directed　to　LeY（BM－1），　PCNA　and　nick－end　labeling　are　shown　in　each　section．　Areas
showing　typical　apoptotic　morphology　are　strongly　LeY　and　nick－end　positive．　The　same　areas　are　PCNA　negative．　Mag－
nification　is　×　300．
Table　2　LeY　expression　rate　defined　by　MoAb　BM－1　and　histological　classification　in　early　gastric　cancer　cases
histological　classification　in
early　gastric　cancer　cases
LeY　expression　rate　in　total　tumor
　　　　　　（mean　±　SD　90）
Well　and　moderately　differentiated　adenocarcinoma（32　cases）
Poorly　differentiated　adenocarcinoma（12　cases）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　P　value
70．8　±　20．3
55．2　±　21．8
P　〈　O．Ol
Table　3　LeY　expression　rate　defined　by　MoAb　BM－1　and　outcome　of　patients　with　advanced　gastric　cancer
outcome　of　patients
with　advanced　gastric　cancer
LeY　expression　rate　in　total　tumor
　　　　　　（mean　±　SD　90）
Patients　with　good　outcome　（11　cases）
Patients　with　poor　outcome　（22　cases）
　　　　　　　　　P　value
82．1　±　10．9
48．2　±　21．7
P　〈　O．05
（4）
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Table　4LeY　expression　rate　defined　by　MoAb　BM－1　and
clinicopathological　factors
CliniC・pathOI・giCalねCtOrS
LeY　expression　rate　in
@　tumor（mean±SD％）
tot l
Histologic　depth　of　illvasioll
@　　　　　　　　　≦ss
@　　　　　　　　　≧se
75．0±ll．1
T2．3±21，1
］・
Vbssel　invasioll
@　　　　　　　　lyO，　l
@　　　　　　　　ly　2，3
@　　　　　　　　vO，l
@　　　　　　　　v2，3
63．6±23．3
T5．9±18．6
V4．9±13．1
S1．8±13．2
］］・
Lymph　llode　lnctastasis
@　　　　　　　　I10，　l
@　　　　　　　　ll　2，3
82．8±9．0
S8．4±15．2
］・
（xP　〈　OOI）
of　the　high　rate　group　was　58．890，　compared
with　15．390　for　the　low　rate　group．　There　was
a　significant　difference　between　them（P〈
o．ool）　（Fig．　2）．
Coac　’s　multivariate　ProPortional　hazants　model
　　Prognostic　variables　of　survival　were　strati－
fied，　as　listed　in　Table　5　（four　clinicopatho－
logical　factors　and　the　LeY　expression　rate）．
The　depth　of　tumor　invasion　（hazard　ratio　＝
3．602，　P＝O．0196），　lymph　node　metastasis
（hazard　ratio＝3．720，　P＝O．0142），　and　LeY
expression　rate　（hazard　ratio＝＝4．231，　P＝＝
O．0168）　were　significant　predictive　factors　for
survival　after　surgery．
Discussion
　　This　study　showed　that　the　expression　of　the
LeY　antigen　defined　by　the　monoclonal　anti－
body　BM－1　is　a　marker　of　sensitivity　for　cellu－
lar　apoptosis　in　gastric　cancer　tissues，　and　the
LeY　expression　rate　correlates　with　the　histo一
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o
o 100 200
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．　2　Cumulative　survival　curves　according　to　the　LeY　positive　rate．
　There　was　a　significant　difference　between　groups　with　the　high　and　low　rate　of　LeY　expression．
O．Ol
Log－rank　test； P〈
（5）
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Table　5　Cox’s　multivariate　proportional　hazards　model
Variable Categories Hazard　ratio P　value
Histologic　depth　of　invasion
Lymphatic　permeation
Venous　permeation
Lymph　node　metastasis
LeY　expression　rate　（90）
　S　ss，　－　se
S一　ly　1，　1　ly　2
Sv1，　－v2
Sn1，－n2
〈　60，　1　60
3．062
0．342
0．202
8．720
4．281
O．0196
0．5162
0．3935
0．0142
0．0168
1ogical　classification　in　gastric　cancer　cases
and　can　contribute　to　assessing　the　prognosis
in　advanced　gastric　cancer　cases．
　　The　assertion　that　there　is　increased　LeY
expression　in　apoptotic　cells　has　been　exam－
ined　in　a　variety　of　human　tumors7・　i6・　i7）．　ln
basic　studies，　positive　LeY　staining　areas　were
consistent　with　nick　end　labeling　staining
（Tunel　method），　and　not　consistent　with
PCNA　staining　areas．　The　positive　reactions　of
nick　end　labeling　staining　reflect　DNA　frag－
mentationi3・　i4），　and　PCNA　staining　indicates
active　cell　proliferationii・　i8・　i9）．　Furthermore，
large　clusters　of　apoptotic　cells　were　identified
by　hematoxylin　and　eosin　staining　in　LeY－pos－
itive　areas．　lnvestigation　of　the　LeY　antigen
expression　with　BM－1　in　gastric　cancer　tissues
led　to　the　conclusion　that　it　is　a　very　valuable
approach　to　evaluate　apoptosis．　On　the　con－
trary，　Kasagi　et　al　reported　that　the　LeY　expres－
sion　was　observed　in　more　than　5090　of　all
cancer　cells，　whereas　Tunel－positive　cells
amounted　to　less　than　1590　of　all　cancer　cells9）．
In　this　study，　no　relationship　was　apparent
between　apoptosis　of　gastric　cancer　cells　and
expression　of　LeY　antigen9）．　lt　is　a　possible
hypothesis　that　the　LeY　antigen　was　expressed
not　only　on　apoptotic　cells　but　also　on　cells
susceptible　to　apoptosis．　Flow　cytometry　ob－
servations　of　cancer　cell　lines　have　shown　that
the　LeY　antigen　was　expressed　not　only　at　the
stage　of　apoptosis　but　also　immediately　prior
to　that．　ln　contrast　to　LeY　staining，　nick　end
labeling　staining　positive　cells　disappear
within　a　few　hours，　mainly　due　to　phagocyto－
sis，　thus　opportunities　for　observation　are　not
frequent．　LeY　staining　with　MoAb　BM－1，　how－
ever，　is　very　usefu1　clinically　because　it　pro－
duces　a　positive　reaction　at　a　very　early　stage
of　apoptosis．
　Tumor　progression　can　be　viewed　as　an
imbalance　between　tumor　cell　proliferation
and　cell　loss　via　apoptosis．　Acceleration　of
apoptosis　of　cancer　cells　may　be　of　prognostic
si nificance　and　requires　suitable　markers　to
b 　followed　because　the　parameters　of　cell　loss
and　prolif ration　of　gastric　cancer　cells　are　of
considerable　interest　as　biological　events．
Clinically，　the　postoperative　prognosis　of　well
d fferentiat d　adenocarcinomas　is　generally
better　than　that　of　poorly　differentiated
adenocarcinomas．　ln　clinical　investigations，
early　g s ric　cancer　cases　and　moderately　dif－
ferentiated　adenocarcinoma　were　compared
w th　poorly　differentiated　adenocarcinoma．
The expression　of　the　LeY　antigen　was　signifi－
cantly　h gher　in　well　and　moderately　differen－
tiated aden carcinomas　compared　with　poorly
differentiat d　adenocarcinomas．　Advanced
gastric　cancer　cases　were　compared　with　the
cases　with　good　outcome　and　with　cases　with
poor　outcome．　Patients　with　good　outcome
had　a　significantly　higher　LeY　expression．　ln
advanced gastric　cancer，　the　group　with　a　high
expression　rate　of　LeY　had　a　significantly
higher　5－year　survival　rate．　The　LeY　expression
thus　appears　to　be　an　important　prognostic
factor． Surprisingly，　Kasagi　has　reported　that
he　number　of　apoptotic　cells　was　significantly
lower　in　scirrhous　carcinomas，　thus　more
tumor　cells　may　escape　apoptosis，　resulting　in
unimpeded　growth　of　the　tumor，　despite　low
numbers　of　cancer　cells9）．　The　high　occur－
rence　of　apop osis　in　gastric　cancer　cells　might
p e　 he　growth　of　the　tumor．
　　Investigation　of　the　LeY　expression　with　the
monoclonal　 ntibody　BM－1　appears　to　be　a
very usefu1　index　of　apoptosis　in　gastric　can－
c 　tissues，　a d　LeY　expression　rate　can　con－
tribute　to　assessing　the　prognosis　in　advanced
gastrlc　cancer　cases．
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胃癌組織における糖鎖抗原Lewis　Yの発現と予後に関する検討
岡　本　光　順
東京医科大学外科学第四講座
（指導：田渕崇文主任教授）
　【要旨】アポトーシスには高頻度に：LeY糖鎖が発現していることが知られている．そこで胃癌組織中の
LeY糖鎖の発現とアポトーシスとの関係，およびLeY糖鎖の発現率が予後の指標となるか検討することを目
的とした．
　対象は胃切除術が施行された77例（早期胃癌33切除例，Stage皿，　IVの進行胃癌44例）とした．　LeY糖
鎖の識別は，LeY糖鎖を特異的に認識するモノクロナール抗体BM－1を用いて免疫組織学的染色によって行
い，かつNick　end　labeling染色，　PCNA染色，　HE染色を同時に行って比較検討し，さらにLeY糖鎖の発現
率と生命予後の関係を検討した．
　LeY抗原陽性部分とNick　end　labeling陽性部分はほぼ一致したが，　PCNA陽性部分とは相異なる分布であ
った．また，早期胃癌でのLeY抗原発現率は，高分化，および中分化腺癌で70．8±20．3％，低分化腺癌で
55．2±21．8％であり，低分化腺癌の発現率が有意に低かった．進行胃癌でのLeY抗原発現率は2年以上生存
例で82．1±10．9％，2年未満死亡例で48．2±21．7％であり，予後良好例のLeY抗原発現率が有意に高く，多
変量解析でもLeY抗原発現率が独立した予後規定因子と考えられた（hazard　ratio＝4．231，　P＝0．0168）．
　以上より胃癌組織におるLeY糖鎖抗原の発現はアポトーシスの指標として評価でき，臨床的に進行胃癌で
は予後指標として期待できると考えられた．
キーワード　胃癌，アポトーシス，糖鎖抗原Lewis　Y，予後指標
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